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اي ﮔﺮم ﻫﺎي رودهﻫﺎي ﺷﻴﮕﻼ، ﺑﺎﻛﺘﺮيﮔﻮﻧﻪ
ﻣﻨﻔﻲ ﻫﺴﺘﻨﺪ ﻛﻪ ﺑﺎﻋﺚ اﻳﺠﺎد ﻋﻔﻮﻧﺖ و ﺑﻴﻤﺎري در روده 
ﻫﺎي ﺷﻴﮕﻼ ﻋﺎﻣﻞ ﮔﻮﻧﻪ. ﺷﻮﻧﺪﺑﺰرگ اﻧﺴﺎن ﻣﻲ
 561، ﺑﺎ ﺣﺪود (ﻮزﻳﺲﺷﻴﮕﻠ) ﻛﻨﻨﺪه اﺳﻬﺎل ﺑﺎﺳﻴﻠﻲاﻳﺠﺎد
 ﻣﻴﻠﻴﻮن 1/1 ﻣﻴﻠﻴﻮن ﻣﺒﺘﻼ در ﺳﺎل، ﻛﻪ ﻣﻨﺠﺮ ﺑﻪ ﻣﺮگ ﺗﻘﺮﻳﺒﺎً
 .(1،2) ﻣﺮگ در ﺳﺮﺗﺎﺳﺮ ﺟﻬﺎن ﻣﻲ ﺷﻮد، ﻣﻲ ﺑﺎﺷﺪ
اﻛﺜﺮﻳﺖ ﻋﻔﻮﻧﺖ ﻫﺎ در ﻛﺸﻮرﻫﺎﻳﻲ ﺑﺎ ﻣﺮاﻗﺒﺖ ﺑﻬﺪاﺷﺘﻲ 
. اﻓﺘﻨﺪﻧﺎﻣﻨﺎﺳﺐ، ﻣﻮاد ﻏﺬاﻳﻲ و ذﺧﺎﻳﺮ آب آﻟﻮده اﺗﻔﺎق ﻣﻲ
وﻣﺖ ﻣﻘﺎوﻣﺖ و ﺷﻴﻮع ﺷﻴﮕﻠﻮزﻳﺲ ﺑﻪ وﻳﮋه اﻓﺰاﻳﺶ ﻣﻘﺎ
  ﺴﻴﻞ اﺳﺘﻔﺎده از آن ﺑﻪ ﻋﻨــﻮان ﺳــــﻼحآﻧﺘﻲ ﺑﻴﻮﺗﻴﻜﻲ، ﭘﺘﺎﻧ
  
زﻳﺴﺘﻲ و ﻧﺒﻮد واﻛﺴﻦ ﻣﻨﺎﺳﺐ، ﺑﺮ اﻫﻤﻴﺖ ﻣﻄﺎﻟﻌﻪ ﭘﺎﺗﻮژن 
  (. 3-5)ﻛﻨﺪ ﺷﻴﮕﻼ ﺗﺎﻛﻴﺪ ﻣﻲ
ﺷﻴﮕﻼ دﻳﺴﺎﻧﺘﺮي از ﻃﺮﻳﻖ ﺧﻮردن آب و ﻏﺬاي 
ﺑﻌﺪ از ﻋﺒﻮر از ﻣﻌﺪه و . آﻟﻮده ﺑﻪ اﻧﺴﺎن وارد ﻣﻲ ﺷﻮد
 اﭘﻲ ﺗﻠﻴﺎﻟﻲ روده روده ﻛﻮﭼﻚ، ﺑﺎﻛﺘﺮي ﺑﻪ ﺳﻠﻮل ﻫﺎي
ﻫﺎي ﮔﺮم ﻣﻨﻔﻲ از اﻛﺜﺮ ﺑﺎﻛﺘﺮي. ﻛﻨﺪﺑﺰرگ ﺣﻤﻠﻪ ﻣﻲ
  ﺑﺎ ﺳﻠﻮل3ﻃﺮﻳﻖ اﺳﺘﻔﺎده از ﺳﻴﺴﺘﻢ ﺗﺮﺷﺤﻲ ﻧﻮع 
  SSTT. دﻫﻨﺪﻳﻮﻛﺎرﻳﻮﺗﻲ ﻣﻴﺰﺑﺎن ﺑﺮﻫﻤﻜﻨﺶ ﻣﻲ
ﺑﺮاي ﺗﻬﺎﺟﻢ و اﻧﺘﻘﺎل ( metsys noiterces III epyT)
  ﻫﺎي ﺑﺎﻛﺘﺮﻳﺎﻳﻲ ﺑﻪ درون ﺳﻠﻮل ﻣﻴﺰﺑﺎن ﺑﻪ ﻛﺎرﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ
  :ﭼﻜﻴﺪه
 ﺑﺮاي ﺗﻬﺎﺟﻢ ﺑﺎﻛﺘﺮي ﺑﻪ درون DapIژن ﭘﻼﺳﻤﻴﺪي آﻧﺘﻲ. ﺑﺎﺷﺪﺷﻴﮕﻼ ﺷﺎﻳﻊ ﺗﺮﻳﻦ ﻋﺎﻣﻞ اﺳﻬﺎل ﻣﻲ :زﻣﻴﻨﻪ و ﻫﺪف
 DapIﺑﺎره واﻛﺴﻦ ﻣﺨﺎﻃﻲ ﻋﻠﻴﻪ ﺷﻴﮕﻼ ﺑﺮ ﭘﺎﻳﻪ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ  ﻫﺎ در از ﭼﺎﻟﺶﻳﻜﻲ. ﺑﺎﺷﺪﺳﻠﻮل ﻣﻴﺰﺑﺎن ﺿﺮوري ﻣﻲ
 ﻳﻚ ﻧﺎﻗﻞ و ادﺟﻮاﻧﺖ ﻣﻨﺎﺳﺐ ﻫﻤﭽﻮن زﻳﺮ ﻪ ﺑDapIرﺳﺪ ﻛﻪ ﺑﺎ ﻣﺘﺼﻞ ﻛﺮدن ﺑﻪ ﻧﻈﺮ ﻣﻲ. ﺑﺎﺷﺪﻗﺪرت ﭘﺎﻳﻴﻦ آن ﻣﻲ
ﺎﻧﻲ  اﻳﻦ ﻣﻄﺎﻟﻌﻪ ﺑﻪ ﻣﻨﻈﻮر ﺗﻮﻟﻴﺪ وﻛﺘﻮر ﺑﻴ. را ﺑﺴﻴﺎر اﻳﻤﻨﻮژﻧﻴﻚ ﻧﻤﻮدDapIﺗﻮان ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ  ﺳﻢ رﻳﺴﻴﻦ، ﻣﻲBواﺣﺪ 
  .، آﻧﺎﻟﻴﺰ ﺗﻌﻴﻴﻦ ﺗﻮاﻟﻲ و ﺑﺮرﺳﻲ ﺑﻴﻮاﻧﻔﻮرﻣﺎﺗﻴﻜﻲ آن اﻧﺠﺎم ﮔﺮﻓﺘﻪ اﺳﺖDapi-BTRﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ داراي ﻛﺎﺳﺖ ژﻧﻲ 
 ژن .ﻧﺪ ﺷﺪﺳﺎزي ﻫﻤﺴﺎﻧﻪT-MEGpدر وﻛﺘﻮر  Dapi( 384-361) و BTRﻫﺎي   ژندر اﻳﻦ ﻣﻄﺎﻟﻌﻪ :روش ﺑﺮرﺳﻲ
ﺳﭙﺲ .  ﺷﺪ ﻣﺘﺼﻞMEGpﺘﻮر در وﻛ PGPGﻛﺪ ﻛﻨﻨﺪه   ﺑﻪ ﻫﻤﺮاه ﻟﻴﻨﻜﺮBTRژن آﻧﺰﻳﻤﻲ ﺑﺎ روش ﺑﺮش ﺑﻪ  Dapi
در ﭘﺎﻳﺎن آﻧﺎﻟﻴﺰ ﺗﻌﻴﻴﻦ ﺗﻮاﻟﻲ و . ﺳﺎزي ﮔﺮدﻳﺪ زﻳﺮ ﻫﻤﺴﺎﻧﻪ)+(a82TEp در وﻛﺘﻮر ﺑﻴﺎﻧﻲ Dapi-BTRﻛﺎﻳﻤﺮﻳﻚ ﻗﻄﻌﻪ 
  .ﺑﺮرﺳﻲ ﺑﻴﻮاﻧﻔﻮرﻣﺎﺗﻴﻜﻲ ﻛﺎﺳﺖ ژﻧﻲ اﻧﺠﺎم ﮔﺮﻓﺖ
 و ﻫﻀﻢ آﻧﺰﻳﻤﻲ RCP ﺑﺎ واﻛﻨﺶ )+(a82TEp در وﻛﺘﻮر ﺑﻴﺎﻧﻲ Dapi-BTRﺻﺤﺖ ﺳﺎﺧﺖ ﻛﺎﺳﺖ ژﻧﻲ  :ﻫﺎﻳﺎﻓﺘﻪ
. ﺎ ﺗﻮاﻟﻲ ذﺧﻴﺮه ﺷﺪه در ﺑﺎﻧﻚ ژﻧﻲ ﺑﻮدﻧﺘﺎﻳﺞ ﺣﺎﺻﻞ از ﺗﻌﻴﻴﻦ ﺗﻮاﻟﻲ ﻛﺎﺳﺖ ژﻧﻲ ﻣﻄﺎﺑﻖ ﺑ. ﻗﺮار ﮔﺮﻓﺖ ﺗﺎﻳﻴﺪ ﻣﻮرد
ﻣﻄﺎﻟﻌﺎت ﺑﻴﻮاﻧﻔﻮرﻣﺎﺗﻴﻜﻲ ﺑﺮ ﻣﺒﻨﺎي ﺷﺎﺧﺺ ﺳﺎزﮔﺎري ﻛﺪون ﻧﺸﺎن داد اﻳﻦ ﻛﺎﺳﺖ ﻗﺎﺑﻠﻴﺖ ﺑﻴﺎن در ﮔﻴﺎه ﺗﺮاﻧﺲ ژن 
  . را دارد ﺑﺎﻛﺘﺮي اﺷﺮﺷﻴﺎﻛﻠﻲو ﺑﺮﺧﻲ ﺳﻮﻳﻪ ﻫﺎي
 روﻳﻜﺮدي ﻧﻮﻳﻦ و ﻣﻄﻠﻮب در ﺟﻬﺖ ﺗﻮﻟﻴﺪ DapIژن ﺑﻪ ﻋﻨﻮان ﻧﺎﻗﻞ و ادﺟﻮاﻧﺖ ﺑﻪ آﻧﺘﻲ BTRاﺗﺼﺎل  :ﮔﻴﺮيﻧﺘﻴﺠﻪ
  . ﺑﺎﺷﺪواﻛﺴﻦ ﻣﺨﺎﻃﻲ ﺷﻴﮕﻠﻮزﻳﺲ ﻣﻲ
  
  . ﺷﻴﮕﻼ دﻳﺴﺎﻧﺘﺮيDapi ﺳﻢ رﻳﺴﻴﻦ، Bادﺟﻮاﻧﺖ، زﻳﺮ واﺣﺪ  :واژه ﻫﺎي ﻛﻠﻴﺪي 
  و ﻫﻤﻜﺎران ﺻﺎدق ﺻﻔﺎﻳﻲ               Dapi-BTRﻃﺮاﺣﻲ، ﺳﺎﺧﺖ و آﻧﺎﻟﻴﺰ ﻛﺎﺳﺖ ژﻧﻲ 
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 ﺑﺮاي D و BapIﺘﺮي ﺷﻴﮕﻼ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﻫﺎي در ﺑﺎﻛ. رود ﻣﻲ
 DapIﺑﺎ اﺳﺘﻘﺮار ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ . ﺗﻬﺎﺟﻢ ﺿﺮوري اﺳﺖ
 در راس ﺳﻴﺴﺘﻢ )D negitna dimsalp noisavni(
ﺑﺮ CapI  و BapIﻫﺎي ﺗﻬﺎﺟﻤﻲ ، ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ3ﺗﺮﺷﺤﻲ ﻧﻮع 
. ﺗﻠﻴﺎﻟﻲ ﻓﺮاﺧﻮاﻧﻲ ﻣﻲ ﺷﻮﻧﺪﻫﺎي اﭘﻲروي ﺳﻄﺢ ﺳﻠﻮل
ز  ﭘﺲ اD/C/BapIﻛﻤﭙﻠﻜﺲ ﺗﺸﻜﻴﻞ ﺷﺪه از ﺳﻪ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ 
اﺗﺼﺎل ﺑﻪ ﻏﺸﺎ ﺳﻠﻮل ﻣﻴﺰﺑﺎن، ﻣﻨﻔﺬي در ﻏﺸﺎء ﺳﻠﻮﻟﻲ 
ﻛﻨﺪ ﻛﻪ ﻧﻬﺎﻳﺘﺎً ﺳﺒﺐ ورود ﺑﺎﻛﺘﺮي ﺷﻴﮕﻼ ﺑﻪ اﻳﺠﺎد ﻣﻲ
 داراي DapIﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ (. 6-8 )ﮔﺮددﺳﻴﺘﻮﭘﻼﺳﻢ ﺳﻠﻮﻟﻲ ﻣﻲ
ﻣﻄﺎﻟﻌﺎت ﻧﺸﺎن داده ﻛﻪ ﻧﺎﺣﻴﻪ . ﺑﺎﺷﺪ اﺳﻴﺪ آﻣﻴﻨﻪ ﻣﻲ333
، ﻏﻨﻲ از اﭘﻲ ﺗﻮپ ﺑﻮده و 161 ﺗﺎ 27ﺑﻴﻦ اﺳﻴﺪآﻣﻴﻨﻪ ﻫﺎي 
ﻫﺎي ﺻﻔﺮاوي ﻣﻮﺟﻮد در دﺳﺘﮕﺎه ﮔﻮارش ﺑﺎ ﻧﻤﻚ
اﻳﻦ ﻓﺮاﻳﻨﺪ ﺑﺎﻋﺚ ﻋﻤﻠﻜﺮد ﻣﻨﺤﺼﺮ ﺑﻪ ﻓﺮد . دﻫﺪواﻛﻨﺶ ﻣﻲ
ﻳﻌﻨﻲ ﺗﺮﺷﺢ ﺑﺮﺧﻲ دﻳﮕﺮ از  DapIاﻳﻦ ﻧﺎﺣﻴﻪ از ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ 
ﻫﺮ ﮔﻮﻧﻪ ﺗﻐﻴﻴﺮ، ﺗﺨﺮﻳﺐ و . ﺷﻮدﻣﻲ( C/BapI) ﻫﺎژنآﻧﺘﻲ
 DapIﺳﺮﻛﻮب اﻳﻦ ﻧﺎﺣﻴﻪ ﻣﻨﺠﺮ ﺑﻪ از دﺳﺖ رﻓﺘﻦ ﻓﻌﺎﻟﻴﺖ 
 ﺑﻪ درون ﺳﻠﻮل يرود ﺑﺎﻛﺘﺮ وﺳﺮﻛﻮب ﻓﺮاﻳﻨﺪ ﻴﺠﻪﻧﺘ و در
ﺗﺎﻛﻨﻮن ﻣﻄﺎﻟﻌﺎت ﻓﺮاواﻧﻲ ﺑﺮ روي  (.9-21)ﺷﻮد  ﻲ ﻣﻴﺰﺑﺎنﻣ
ﻳﻜﻲ از . اﻧﻮاع واﻛﺴﻦ ﻋﻠﻴﻪ ﺷﻴﮕﻠﻮزﻳﺲ اﻧﺠﺎم ﮔﺮﻓﺘﻪ اﺳﺖ
ﻣﻬﻢ ﺗﺮﻳﻦ اﺻﻮل در ﻃﺮاﺣﻲ واﻛﺴﻦ ﺗﺤﺼﻴﻞ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻨﻲ 
ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ ﺑﺎ ﺑﻴﺸﺘﺮﻳﻦ اﺛﺮ اﻳﻤﻨﻲ زاﻳﻲ ﺑﺮاي ﻣﻴﺰﺑﺎن در ﺑﺎﻓﺖ 
 ﺷﻴﮕﻼي ﺑﺎﻛﺘﺮ)ﺖ ﻣﺨﺎﻃﻲ و ﺗﺤﻮﻳﻞ آﻧﺘﻲ ژن در اﻳﻦ ﺑﺎﻓ
ﺑﺎ ﺗﻮﺟﻪ (. 31)ﻣﻲ ﺑﺎﺷﺪ ( ﺷﻮدﻣﻲدر ﻣﺨﺎط روده ﻛﻠﻮﻧﻴﺰه 
ﺑﻪ ﺿﺮورت ﺗﻮﻟﻴﺪ واﻛﺴﻦ ﻣﺨﺎﻃﻲ و رﻓﻊ ﻣﺤﺪودﻳﺖ اﻳﻦ 
ژن ﻫﺎي ﻣﺤﻠﻮل، اﻳﻤﻨﻲ زاﻳﻲ ﭘﺎﻳﻴﻦ آﻧﺘﻲ) ﻧﻮع واﻛﺴﻦ
، (ﻫﻀﻢ و ﺗﺨﺮﻳﺐ ﺳﺎﺧﺘﺎر واﻛﺴﻦ در دﺳﺘﮕﺎه ﮔﻮارش
ﺟﻬﺖ ﻃﺮاﺣﻲ ﻳﻚ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ ﻋﻠﻴﻪ ﺷﻴﮕﻠﻮزﻳﺲ 
ﺎﻧﺪﻳﺪا واﻛﺴﻦ ﻣﺴﻴﺮي ﻣﻌﺮﻓﻲ ﻣﻲ ﺷﻮد ﻛﻪ در ﺑﻪ ﻋﻨﻮان ﻛ
آن ﺑﺎ ﻣﺘﺼﻞ ﻛﺮدن ﻳﻚ ﻧﺎﻗﻞ و ادﺟﻮاﻧﺖ ﻣﻨﺎﺳﺐ ﺑﻪ ﻳﻚ 
ﺗﻮان ﻳﻚ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﻛﺎﻳﻤﺮﻳﻚ ﺑﺴﻴﺎر اﻳﻤﻨﻮژن  ژﻧﻲ ﻣﻲآﻧﺘﻲ
  .را ﺗﻮﻟﻴﺪ ﻛﺮد
ادﺟﻮاﻧﺖ اﻳﻤﻨﻮﻟﻮژﻳﻚ ﻳﺎ اﻳﻤﻨﻮادﺟﻮاﻧﺖ ﻣﺎده اي 
و اﻓﺰاﻳﺶ اﺳﺖ ﻛﻪ ﺑﺮاي ﺳﺮﻋﺖ ﺑﺨﺸﻴﺪن، ﻃﻮﻻﻧﻲ ﻛﺮدن 
 ﻫﻨﮕﺎﻣﻲ  آﻧﺘﻲ ژﻧﻲ ﺧﺎص را ﺑﻪﭘﺎﺳﺦ ﻫﺎي اﻳﻤﻨﻲ ﻧﺴﺒﺖ
  در واﻛﺴﻦ ﺧﺎص اﺳﺘﻔـﺎدهﻛﻪ در ﺗﺮﻛﻴﺐ ﺑﺎ آﻧﺘﻲ ژن 
در راﺑﻄﻪ ﺑﺎ ﻣﺘﺼﻞ ﻛﺮدن ﻳﻚ . ﻛﻨﺪﻣﻲ ﺷﻮد، ﻋﻤﻞ ﻣﻲ
ﻮاﻧﺖ در ﺳﺮاﺳﺮ ﺟﻬﺎن ﻣﻄﺎﻟﻌﺎت ــــژن ﺑﻪ ﻳﻚ ادﺟآﻧﺘﻲ
 و serrot-eryanoD. ﻞ آﻣﺪه اﺳﺖــــﻣﺘﻌﺪدي ﺑﻪ ﻋﻤ
  ﺮوســـــــاز وﻳ42P ژن ﻲــــآﻧﺘ ﻜﺎراﻧﺶـــﻫﻤ
 را ﺑﻪ VIH )suriv ycneicifedonummi namuH(
 iloc .E در ﻣﺘﺼﻞ و( B nixot niciR) BTR  ادﺟﻮاﻧﺖ
 ﺑﻪ 42Pژن  ﻣﻄﺎﻟﻌﻪ آﻧﺘﻲآنﻫﻤﭽﻨﻴﻦ در . آن را ﺑﻴﺎن ﻛﺮدﻧﺪ
وﻗﺘﻲ ﻛﻪ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ  ﻧﺪﻧﺘﺎﻳﺞ ﻧﺸﺎن داد. ﺗﻨﻬﺎﻳﻲ ﺑﻴﺎن ﺷﺪ
 ، در ﺗﻠﻘﻴﺢ اﺳﺘﻔﺎده ﮔﺮدﻳﺪ 42P-BTRﻛﺎﻳﻤﺮﻳﻚ
ﺑﺎدي ﺑﻪ ﺷﻜﻞ ﻗﺎﺑﻞ ﺮ آﻧﺘﻲﻫﺎي اﻳﻤﻨﻲ و ﺑﻪ وﻳﮋه ﺗﻴﺘ ﭘﺎﺳﺦ
 42Pﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﻲ اﻓﺰاﻳﺶ ﻳﺎﻓﺘﻨﺪ ﻧﺴﺒﺖ ﺑﻪ زﻣﺎﻧﻲ ﻛﻪ ـــﺗﻮﺟﻬ
اﺳﺘﻔﺎده ﮔﺮدﻳﺪ در ﺗﻠﻘﻴﺢ ﺑﻪ ﺗﻨﻬﺎﻳﻲ و ﻳﺎ ﺑﺎ ادﺟﻮاﻧﺖ ﻓﺮوﻧﺪ 
  4PSNژن و ﻫﻤﻜﺎراﻧﺶ آﻧﺘﻲiohC (.41)
را ﻛﻪ ﻓﺎﻛﺘﻮري ( nietorp larutcurtsnoN surivator)
 BTR ﺑﺎﺷﺪ ﺑﻪ زاﻳﻲ روﺗﺎوﻳﺮوس ﻣﻲﻣﻬﻢ در ﺑﻴﻤﺎري
ﺗﻠﻘﻴﺢ ﺧﻮراﻛﻲ ﻓﻴﻮژن ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ و ورود آن . ﻛﺮدﻧﺪﻣﺘﺼﻞ
ﻨﻲ ﻣﺨﺎﻃﻲ ﺗﻠﻴﺎل روده ﺑﺎﻋﺚ ﺗﺤﺮﻳﻚ اﻳﻤﻫﺎي اﭘﻲ ﺑﻪ ﺳﻠﻮل
و ( G nilubolgonummI) GgIﺑﺎدي و اﻓﺰاﻳﺶ ﺗﻴﺘﺮ آﻧﺘﻲ
ﻧﺘﺎﻳﺞ ﺑﻪ دﺳﺖ آﻣﺪه . ﮔﺮدﻳﺪ( AgI yroterceS )AgIS 
ﻫﺎ ﺑﺎ  ژنﻫﺎي ﻣﺘﺼﻞ ﻛﺮدن آﻧﺘﻲدﻻﻟﺖ ﺑﺮ ﻣﺰﻳﺖ
  (.51) دارﻧﺪ  BTRادﺟﻮاﻧﺖ
( BTR) ﺳﻢ رﻳﺴﻴﻦ Bدر اﻳﻦ ﻣﻄﺎﻟﻌﻪ از زﻳﺮ واﺣﺪ 
- ﺳﺘﻔﺎدهﻫﺎي ﺧﻮراﻛﻲ ا ﺑﻪ ﻋﻨﻮان ﻧﺎﻗﻞ و ادﺟﻮاﻧﺖ واﻛﺴﻦ
 را ﺑﻪ ﻋﻨﻮان اﻳﻤﻨﻮ ادﺟﻮاﻧﺖ ﻗﻮي در BTR اﻣﺮوزه .ﮔﺮدﻳﺪ
 ﺑﻪ ﻫﻤﻴﻦ (.61،71 )ﺷﻨﺎﺳﻨﺪ اﻳﻤﻨﻲ زاﻳﻲ واﺑﺴﺘﻪ ﺑﻪ ﻣﺨﺎط ﻣﻲ
از ﻧﻮﻛﻠﺌﻮﺗﻴﺪ  )Dapiﺑﻪ  BTRﻫﺎي  ژنﻣﻨﻈﻮر ﺑﺎ ﻓﻴﻮژن 
ﺑﺎ اﺳﺘﻔﺎده از ﺧﺎﺻﻴﺖ  ﺗﻮان ﻣﻲ  اوﻻً،(384 ﺗﺎ 361
ا  رDapi  ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﻣﻴﺰان اﻳﻤﻨﻲ زاﻳﻲ ﻋﻠﻴﻪ،BTRادﺟﻮاﻧﺘﻲ 
، آﻧﺘﻲ ژن BTRﺑﺎ ﺑﻜﺎرﮔﻴﺮي ﺧﺎﺻﻴﺖ ﻧﺎﻗﻠﻲ  ﻴﺎًاﻓﺰاﻳﺶ داد، ﺛﺎﻧ
  را در ﺑﺎﻓﺖ ﻫﺎي ﻟﻨﻔﻮﺋﻴﺪي ﻫﻤﺮاه ﺷﺪه ﺑﺎ ﻣﺨﺎطDapi
 ﺑﻪ ﺳﻠﻮل ﻫﺎي( eussit diohpmyl detaicossa-asocuM)
ﻫﺪف از اﻳﻦ ﻣﻄﺎﻟﻌﻪ، اﺗﺼﺎل ادﺟﻮاﻧﺖ . اﻳﻤﻨﻲ ﻋﺮﺿﻪ ﻛﺮد
 ﺑﺎ ﻫﺪف اﻧﺘﻘﺎل آﻧﺘﻲ ژن Dapi ﺑﻪ آﻧﺘﻲ ژن BTRو ﻧﺎﻗﻞ 
ﺑﻪ ﺑﺎﻓﺖ ﻫﺎي ﻣﺨﺎﻃﻲ، اﻳﻤﻨﻮژن ﻧﻤﻮدن و اﻓﺰاﻳﺶ  Dapi
ﺑﺪﻳﻦ . ﭘﺎﺳﺦ ﻫﺎي اﻳﻤﻨﻲ ﻧﺴﺒﺖ ﺑﻪ اﻳﻦ آﻧﺘﻲ ژن ﻣﻲ ﺑﺎﺷﺪ




 ﺗﻮﻟﻴﺪ و ﺑﻪ درون Dapi-BTRﻣﻨﻈﻮر اﺑﺘﺪا ﻛﺎﺳﺖ ژﻧﻲ 
ﺳﭙﺲ آﻧﺎﻟﻴﺰ و ﺑﺮرﺳﻲ ﻫﺎ ﺑﺮ . وﻛﺘﻮر ﺑﻴﺎﻧﻲ وارد ﮔﺮدﻳﺪ
روي ﻛﺎﺳﺖ ژﻧﻲ در ﺟﻬﺖ اداﻣﻪ ﻣﻄﺎﻟﻌﻪ ﺑﻴﺎن و ﻣﻄﺎﻟﻌﺎت 
  . ﻧﺪﻳﺪ واﻛﺴﻦ ﺑﻮده اﺳﺖاﻳﻤﻨﻲ زاﻳﻲ ﺑﻪ ﻋﻨﻮان ﻛﺎ
  
  :روش ﺑﺮرﺳﻲ
 T-MEGpدر اﻳﻦ ﻣﻄﺎﻟﻌﻪ ﺗﺠﺮﺑﻲ، از وﻛﺘﻮر 
 iloc .E  آﻣﺮﻳﻜﺎ و از ﺑﺎﻛﺘﺮي- از ﺷﺮﻛﺖ ﭘﺮوﻣﮕﺎ(0631A#)
 (3-05496 )3ED(12LB) و( 210-85281 )α5HD ﺳﻮﻳﻪ
 اﻻﺛﺮو آﻣﺮﻳﻜﺎ و آﻧﺰﻳﻢ ﻫﺎي ﻣﺤﺪود-negavoNﺗﻬﻴﻪ ﺷﺪه از ﺷﺮﻛﺖ 
 IRocE-(3960RE# )IohX-(5050RE# )IIIdniH
 (1100LE#)  ﻟﻴﮕﺎز4T و -(5460RE#) IlaS-(5720RE#)
 اوﻛﺮاﻳﻦ اﺳﺘﻔﺎده -satnemreFﺗﻬﻴﻪ ﺷﺪه از ﺷﺮﻛﺖ 
 kcreMﻣﻮاد ﺷﻴﻤﻴﺎﻳﻲ ﺑﻜﺎر رﻓﺘﻪ از ﺷﺮﻛﺖ . ﮔﺮدﻳﺪ
  .آﻟﻤﺎن ﺗﻬﻴﻪ ﺷﺪ
  :ﺳﺎزي ﻗﻄﻌﺎت ژﻧﻲﺗﻜﺜﻴﺮ و ﻫﻤﺴﺎﻧﻪ
 lCaN/BATCژﻧﻮم ﮔﻴﺎه ﻛﺮﭼﻚ ﺑﻪ روش 
. ﺗﺨﻠﻴﺺ ﺷﺪ( edimorb muinommalyhtemirt lyteC)
ﺷﺪه در ﺑﺎﻧﻚ ژن ﺛﺒﺖ 1.97130X  ﺑﺎ ﺷﻤﺎره BTRژن 
اﻳﻦ ژن ﻳﻮﻛﺎرﻳﻮﺗﻲ ﻓﺎﻗﺪ ﺗﻮاﻟﻲ اﻳﻨﺘﺮون ﺑﻮده و ﻧﻴﺎزي ﺑﻪ . اﺳﺖ
 ﺻﻮرت ﮔﺮﻓﺘﻪ ﺑﺮاي ﺑﺮ اﺳﺎس ﻃﺮاﺣﻲ. ﺑﺎﺷﺪ ﻧﻤﻲANDcﺗﻬﻴﻪ 
ﭘﺮاﻳﻤﺮ . ﺳﺎﺧﺖ ﻛﺎﺳﺖ ژﻧﻲ ﻃﺮاﺣﻲ ﭘﺮاﻳﻤﺮ اﻧﺠﺎم ﮔﺮﻓﺖ
  ﻧﻮﻛﻠﺌﻮﺗﻴﺪي5  و ﺗﻮاﻟﻲIlaS داراي ﺟﺎﻳﮕﺎه ﺑﺮش آﻧﺰﻳﻢ ﭘﻴﺸﺮو
زﻳﺮ ﺧﻂ دار ﻛﻪ ﺑﻪ ﺻﻮرت  SBR )etis gnidnib-emosobir(
   ﭘﺮاﻳﻤﺮ ﭘﻴﺸﺮوﺗﺮادف. ﻣﺸﺨﺺ ﮔﺮدﻳﺪه اﺳﺖ، ﻣﻲ ﺑﺎﺷﺪ
 GTGATACCCGAGTCCTAGGTATGTGGAGGCAGCTG ′5 ′3 
ﻫﺎي  ﭘﺮاﻳﻤﺮ ﭘﻴﺮو واﺟﺪ ﺟﺎﻳﮕﺎه ﺑﺮﺷﻲ آﻧﺰﻳﻢ. اﺳﺖ
( ﺑﻪ ﺷﻜﻞ ﺗﻴﺮه ﻧﺸﺎن داده ﺷﺪه اﺳﺖ) IIIdniH و IohX
 PGPG ﻧﻮﻛﻠﺌﻮﺗﻴﺪي ﺳﺎزﻧﺪه ﻟﻴﻨﻜﺮ 21و ﺗﻮاﻟﻲ 
  ﺑﻪ ﺻﻮرت زﻳﺮ ) (ﭘﺮوﻟﻴﻦ-ﮔﻠﻴﺴﻴﻦ- ﭘﺮوﻟﻴﻦ- ﮔﻠﻴﺴﻦ)
 و ﺗﺮادف (ﺪه اﺳﺖـــﻂ دار ﻣﺸﺨﺺ ﮔﺮدﻳـــﺧ
 ′5  ′3 GGTAATAAACCTGGTCCTGGTGAGCTCATTATTTTCGAA
 ﺑﺎ اﺳﺘﻔﺎده RCP واﻛﻨﺶ ،ﺑﻪ ﻣﻨﻈﻮر اﻧﺠﺎم ﻛﻠﻮﻧﻴﻨﮓ. ﺑﻮد
 در اداﻣﻪ ﻛﺎر. از ﭘﺮاﻳﻤﺮ ﻫﺎي اﺧﺘﺼﺎﺻﻲ اﻧﺠﺎم ﮔﺮﻓﺖ
 AND  ﺑﺎ اﺳﺘﻔﺎده از ﻛﻴﺖ ﺗﺨﻠﻴﺺRCPﻣﺤﺼﻮل 
 (1410R# )PTAdﺳﺎزي و ﻳﻚ ﺑﺎز ﺧﺎﻟﺺ( 2070K#)
واﻛﻨﺶ اﻟﺤﺎق ﺑﺎ اﺳﺘﻔﺎده .  آن ﻫﺎ اﺿﺎﻓﻪ ﮔﺮدﻳﺪَ 3ﺑﻪ اﻧﺘﻬﺎي 
و  آدﻧﻴﻠﻪ ﺷﺪه RCPﺮاي ﻣﺤﺼﻮل  ﻟﻴﮕﺎز ﺑ4Tاز آﻧﺰﻳﻢ 
 درﺟﻪ 4 ﺑﻪ ﻣﺪت ﻳﻚ ﺷﺐ در دﻣﺎي T-MEGpوﻛﺘﻮر 
ﺑﻌﺪ از اﻧﺠﺎم ﻫﻤﺴﺎﻧﻪ ﺳﺎزي، . ﺳﺎﻧﺘﻲ ﮔﺮاد اﻧﺠﺎم ﺷﺪ
ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﻫﺎي ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ ﺣﺎﺻﻞ ﺑﻪ روش ﺷﻮك ﺣﺮارﺗﻲ 
 ﺳﻮﻳﻪ iloc.Eﺷﺪه  ﻲ ﻣﺴﺘﻌﺪﻳﻫﺎي ﺑﺎﻛﺘﺮﻳﺎ ﺑﻪ درون ﺳﻠﻮل
 اﻧﺘﻘﺎل داده ﺷﺪ و ﺑﺎﻛﺘﺮي ﻫﺎ ﺑﺮ روي ﭘﻠﻴﺖ α5HD
ﺑﻴﻮﺗﻴﻚ ﺣﺎوي آﻧﺘﻲ ) 0050693501( yeknoCcaM
ﻛﻠﻮﻧﻴﻨﮓ ژن ﺑﺎ اﻧﺠﺎم . ﺷﺪﻧﺪﺳﻴﻠﻴﻦ ﻛﺸﺖ دادهآﻣﭙﻲ
ﻫﺎي  و ﺳﭙﺲ ﺑﺎ ﻫﻀﻢ آﻧﺰﻳﻤﻲ ﺑﻪ وﺳﻴﻠﻪ آﻧﺰﻳﻢRCPواﻛﻨﺶ 
  . ﻣﻮرد ارزﻳﺎﺑﻲ ﻗﺮار ﮔﺮﻓﺖIIIdniH و IlaS
 ﻛﻪ Dapi-MEGp از روي ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ Dapiﻗﻄﻌﻪ ژﻧﻲ 
 ﺜﻴﺮ ﮔﺮدﻳﺪﻗﺒﻼ ﻣﻄﺎﻟﻌﻪ ﺷﺪه ﺑﻮد، ﺑﻪ ﻋﻨﻮان اﻟﮕﻮي واﻛﻨﺶ ﺗﻜ
   و ﺗﺮادفIohXﭘﺮاﻳﻤﺮ ﭘﻴﺸﺮو اﻳﻦ ژن داراي ﺟﺎﻳﮕﺎه ﺑﺮش (. 81)
 و ′5 ACGGACTAAACAACAAGAGAGCTC ′3 
   و ﺗﻮاﻟﻲIIIdniHﺑﺮش ﭘﺮاﻳﻤﺮ ﭘﻴﺮو داراي ﺟﺎﻳﮕﺎه 
. ﺑﻮد ′5  GCAATCAAGTATATGAATTTTCGAAT ′3
 ﺑﺎ اﺳﺘﻔﺎده از ﭘﺮاﻳﻤﺮ ﻫﺎي اﺧﺘﺼﺎﺻﻲ اﻧﺠﺎم RCPواﻛﻨﺶ 
 ﺑﺮاي ﻗﻄﻌﻪ ﺷﺪهي ﻣﺮاﺣﻞ اﻧﺠﺎمﺳﺎز ﺑﺮاي اﻧﺠﺎم ﻫﻤﺴﺎﻧﻪو
ﺪ ـــﺗﺎﻳﻴﺑﻪ ﻣﻨﻈﻮر . ﮔﺮﻓﺖ ﻧﻴﺰ اﻧﺠﺎمDapi ، ﺑﺮاي ژن BTR
ﻔﺎده از ﭘﺮاﻳﻤﺮ ﻫﺎي ــــ ﺑﺎ اﺳﺘRCPﺶ ﻨﺎزي، واﻛـــﺳﻫﻤﺴﺎﻧﻪ
اﺧﺘﺼﺎﺻﻲ و ﻫﻤﭽﻨﻴﻦ واﻛﻨﺶ ﻫﻀﻢ ﺑﺎ اﺳﺘﻔﺎده از آﻧﺰﻳﻢ ﻫﺎي 
اﻳﻦ ﻣﺮاﺣﻞ ﺑﺎ اﺳﺘﻔﺎده از .  اﻧﺠﺎم ﮔﺮﻓﺖIIIdniH و IohX
  (.91) ﺷﺪاﻧﺠﺎمﻫﺎي اﺳﺘﺎﻧﺪارد روش
 در ﺣﺎﻟﺖ ﻳﻚ ﭼﻬﺎرﭼﻮب Dapi و BTRﻫﺎي   ژناﺗﺼﺎل
   (:emarf gnidaer nepO )ﺧﻮاﻧﺪن
 از IIIdniH و IohX ﺑﺎ دو آﻧﺰﻳﻢ Dapiاﺑﺘﺪا ﻗﻄﻌﻪ 
ﺑﺎ اﺳﺘﻔﺎده از . ﮔﺮدﻳﺪﺧﺎرجDapi-MEGp درون وﻛﺘﻮر 
 Dapiﻗﻄﻌﻪ ( ﺷﺮﻛﺖ ﻓﺮﻣﻨﺘﺎز) ANDﻛﻴﺖ ﺗﺨﻠﻴﺺ 
ه از دو آﻧﺰﻳﻢ در ﮔﺎم ﺑﻌﺪي ﺑﺎ اﺳﺘﻔﺎد. ﺧﺎﻟﺺ ﺳﺎزي ﺷﺪ
 ﺗﺤﺖ ﺑﺮش ﻗﺮار BTR-MEGp  وﻛﺘﻮر IIIdniH و IohX
دو ﻛﺪون ﺧﺎﺗﻤﻪ )  ﻧﻮﻛﻠﺌﻮﺗﻴﺪي6ﮔﺮﻓﺖ و ﻳﻚ ﻗﻄﻌﻪ 
  و IohXروﻧﻮﻳﺴﻲ ﻛﻪ در ﺑﻴﻦ دو ﺳﺎﻳﺖ ﺑﺮﺷﻲ 
 
  و ﻫﻤﻜﺎران ﺻﺎدق ﺻﻔﺎﻳﻲ               Dapi-BTRﻃﺮاﺣﻲ، ﺳﺎﺧﺖ و آﻧﺎﻟﻴﺰ ﻛﺎﺳﺖ ژﻧﻲ 
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 ﻗﺮار  BTR ﻛﻪ ﺑﺮ روي ﭘﺮاﻳﻤﺮ ﭘﻴﺮوIIIdniH
ﺳﺎزي و ﺣﺬف ﻗﻄﻌﻪ ﺧﺎﻟﺺ. از آن ﺧﺎرج ﮔﺮدﻳﺪ( داﺷﺖ
اﻧﺠﺎم  ( ﻧﻤﻚ-اﻟﻜﻞ)  ﻧﻮﻛﻠﺌﻮﺗﻴﺪي ﺑﺎ روش ﺗﺮﺳﻴﺐ6
 ﻃﻲ واﻛﻨﺶ اﻟﺤﺎق Dapiدر ﻣﺮﺣﻠﻪ ﺑﻌﺪ ﻗﻄﻌﻪ . ﮔﺮﻓﺖ
ﺑﺎ ( ﮔﺮاد درﺟﻪ ﺳﺎﻧﺘﻲ22 دﻗﻴﻘﻪ در دﻣﺎي 07واﻛﻨﺶ )
 وارد BTR-MEGp ﻟﻴﮕﺎز ﺑﻪ درون وﻛﺘﻮر 4-Tاﺳﺘﻔﺎده از 
  ﮔﺮدﻳﺪ و ﺳﭙﺲ ﻣﺤﺼﻮل اﻟﺤﺎق ﺑﻪ درون ﺳﻠﻮل ﻣﻴﺰﺑﺎن
ﺑﻪ ﻣﻨﻈﻮر .  ﺑﺎ روش ﺷﻮك ﺣﺮارﺗﻲ اﻧﺘﻘﺎل ﻳﺎﻓﺖiloc .E
ﻨﺶ ﺑﻴﻦ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﻫﺎي ﻣﺘﺼﻞ ﺷﺪه، ﻫﺮ ﻛﺎﻫﺶ ﺑﺮﻫﻢ ﻛ
ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ از ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﻣﺠﺎورش ﺑﺎ اﺳﺘﻔﺎده از ﺗﻮاﻟﻲ ﮔﻠﻴﺴﻴﻦ 
و ﭘﺮوﻟﻴﻦ ﺟﺪا ﺷﺪه ﺑﻮد ﺑﻪ ﻣﻨﻈﻮر ﺗﺎﻳﻴﺪ ﺳﺎﺧﺖ ﻛﺎﺳﺖ 
 ﺑﺮش آﻧﺰﻳﻤﻲ  وRCP-detseN، RCPﺶ ﻨژﻧﻲ، واﻛ
  .اﻧﺠﺎم ﮔﺮﻓﺖ
 در Dapi-rekniL-BTRﺳﺎزي ﻗﻄﻌﻪ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ ﻫﻤﺴﺎﻧﻪ زﻳﺮ
   :)+(a82TEp ﺑﻴﺎﻧﻲوﻛﺘﻮر 
  ﺳـــﺎزي، ﻗﻄﻌـــﻪ ﺮاي اﻧﺠـــﺎم زﻳـــﺮ ﻫﻤـــﺴﺎﻧﻪ ﺑـــ
   ﺑﺎ ﻫﻀﻢ آﻧﺰﻳﻤﻲ وﻛﺘـﻮر ﻧﻮﺗﺮﻛﻴـﺐ Dapi-rekniL-BTR
 IlaSآﻧﺰﻳﻢ ﻫﺎي   ﺗﻮﺳﻂ  Dapi-rekniL-BTR -MEGp
 )+(a82TEp ﺑﺪﺳﺖ آﻣـﺪ و در وﻛﺘـﻮر ﺑﻴـﺎﻧﻲ IIIdniHو 
. ﻛﻪ ﺑﺎ ﻫﻤﻴﻦ آﻧﺰﻳﻢ ﻫﺎ ﺑﺮش ﺧﻮرده ﺑﻮد زﻳﺮ ﻫﻤﺴﺎﻧﻪ ﺳﺎزي ﮔﺮدﻳﺪ 
ﺑﻪ ﻣﻨﻈﻮر  Dapi-rekniL-BTR-)+(a82TEpﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ 
 ﺗﺮاﻧﺴﻔﻮرم )3ED(12LB-iloc .E ﺗﻜﺜﻴﺮ ﺑﻪ درون ﺑﺎﻛﺘﺮي
   ﻣﻴﻜﺮوﻟﻴﺘـــــــــــﺮ از 02در ﻧﻬﺎﻳـــــــــــﺖ . ﺷـــــــــــﺪ
ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﺑﺮاي ﺗﻌﻴﻴﻦ ﺗﻮاﻟﻲ ﺑﻪ آزﻣﺎﻳـﺸﮕﺎه ژﻧﺘﻴـﻚ اﻧـﺴﺎﻧﻲ 
ﻲ ﺑـﺎ اﺳـﺘﻔﺎده از ﺗﻮاﻟﻴﻴﻦ ﺗﻌ.  ﻓﺮﺳﺘﺎده ﺷﺪ (ﺗﻬﺮان )ﻧﺴﻞ اﻣﻴﺪ 
 اﻧﺠـﺎم Dapi و ﭘﻴـﺮو BTRﭘﺮاﻳﻤﺮﻫﺎي اﺧﺘﺼﺎﺻﻲ، ﭘﻴﺸﺮو 
  .ﮔﺮﻓﺖ
   :Dapi-BTRآﻧﺎﻟﻴﺰ ﺑﻴﻮاﻧﻔﻮرﻣﺎﺗﻴﻜﻲ ﻗﻄﻌﻪ ژﻧﻲ 
ﺑﻪ ﻣﻨﻈﻮر ﺑﺮرﺳﻲ ﻗﺎﺑﻠﻴﺖ ﺑﻴﺎن ﻛﺎﺳﺖ ژﻧﻲ در 
ﺳﻴﺴﺘﻢ ﻫﺎي ﺑﻴﺎﻧﻲ ﭘﺮو ﻛﺎرﻳﻮﺗﻲ و ﻳﻮﻛﺎرﻳﻮﺗﻲ آﻧﺎﻟﻴﺰ 
آﻧﺎﻟﻴﺰ ﻛﺎﺳﺖ . ﺑﻴﻮاﻧﻔﻮرﻣﺎﺗﻴﻜﻲ ﻗﻄﻌﻪ ژﻧﻲ اﻧﺠﺎم ﮔﺮﻓﺖ
 ﺑﺎ اﺳﺘﻔﺎده از ﻧﺮم اﻓﺰارﻫﺎي ﺗﺤﺖ ﺷﺒﻜﻪ Dapi-BTRژﻧﻲ 
و ﻛﺪون ﻫﺎي ﻧﺎدر ، وﺟﻮد C+Gﺑﻪ ﻣﻨﻈﻮر ﺑﺮرﺳﻲ ﻣﺤﺘﻮي 
در  (xednI noitpadA nodoC)ﺷﺎﺧﺺ ﺳﺎزﮔﺎري ﻛﺪون 
  .اﻧﺠﺎم ﮔﺮﻓﺖ و ﮔﻴﺎه ﺗﻨﺒﺎﻛﻮ iloc .Eﻣﻴﺰﺑﺎن 
  
  :ﻳﺎﻓﺘﻪ ﻫﺎ
 رﻳﺴﻴﻦ ﺗﻮﻛﺴﻴﻦ ﺑﺎ اﺳﺘﻔﺎده از Bزﻳﺮ واﺣﺪ 
 T-MEGpﭘﺮاﻳﻤﺮﻫﺎي ﭘﻴﺸﺮو و ﭘﻴﺮو ﺗﻜﺜﻴﺮ ﺷﺪ و در وﻛﺘﻮر 
ﺑﺮاي ﺗﺎﻳﻴﺪ ﻫﻤﺴﺎﻧﻪ ﺳﺎزي ژن . ﻫﻤﺴﺎﻧﻪ ﺳﺎزي ﮔﺮدﻳﺪ
و ﺑﺮش آﻧﺰﻳﻤﻲ (  اﻟﻒ1ﺗﺼﻮﻳﺮ ﺷﻤﺎره ) RCP واﻛﻨﺶ
ﺑﺎ ﻣﺸﺎﻫﺪه ﻗﻄﻌﺎت . ﮔﺮﻓﺖاﻧﺠﺎم(  ب1ﺗﺼﻮﻳﺮ ﺷﻤﺎره )
 ﺟﻔﺖ ﺑﺎزي ﺣﺎﺻﻞ از ﻫﻀﻢ ﺳﺎزه 8103 و 918ژﻧﻲ 
 ﻛﻠﻮﻧﻴﻨﮓ ژن IIIdniH/IlaS ﺑﺎ آﻧﺰﻳﻢ ﻫﺎي BTR-MEGp
  .ﻣﻮرد ﺗﺎﻳﻴﺪ واﻗﻊ ﺷﺪ
ﻫﺎي اﺧﺘﺼﺎﺻﻲ، ﺗﻜﺜﻴﺮ ﺷﺪه ﺑﺎ ﭘﺮاﻳﻤﺮ Dapiﻗﻄﻌﻪ 
 ﺎق ﺑﻪ وﻛﺘﻮرﺳﺎزي، ﻃﻲ واﻛﻨﺶ اﻟﺤﭘﺲ از ﺧﺎﻟﺺ
 α5HD ﺳﻮﻳﻪ iloc.Eوارد ﺷﺪ و ﺑﻪ ﻣﻴﺰﺑﺎن  T-MEGp
 RCP  ﺳﺎزي ﺑﺎ اﺳﺘﻔﺎده ازﺗﺎﻳﻴﺪ ﻫﻤﺴﺎﻧﻪ. وارد ﮔﺮدﻳﺪ
 2ﺗﺼﻮﻳﺮ ﺷﻤﺎره )و ﺑﺮش آﻧﺰﻳﻤﻲ (  اﻟﻒ2ﺗﺼﻮﻳﺮ ﺷﻤﺎره )
 8103 و 633ﺑﺎ ﻣﺸﺎﻫﺪه ﻗﻄﻌﺎت ژﻧﻲ. اﻧﺠﺎم ﮔﺮﻓﺖ( ب
   ﺑﺎDapi-MEGpﺟﻔﺖ ﺑﺎزي ﺣﺎﺻﻞ از ﻫﻀﻢ ﺳﺎزه 
 ﻛﻠﻮﻧﻴﻨﮓ ژن ﻣﻮرد ﺗﺎﻳﻴﺪ واﻗﻊ IIIdniH/IohXﻫﺎي آﻧﺰﻳﻢ
  .ﺷﺪ
ﺑﺎ MEGp  از درون وﻛﺘﻮر Dapiﻗﻄﻌﻪ ژﻧﻲ 
و  ﺧﺎرج ﮔﺮدﻳﺪ IIIdniH و IohXﻫﺎي ﻣﺤﺪودﮔﺮ  آﻧﺰﻳﻢ
ﮔﺮدﻳﺪ  ﻃﻲ واﻛﻨﺶ اﻟﺤﺎق واردBTR-MEGp ﺑﻪ وﻛﺘﻮر
ﻫﺎي   ﺑﻪ ﺳﻠﻮلDapi-BTR-MEGpو وﻛﺘﻮر ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ 
ﺑﻪ ﻣﻨﻈﻮر ﺗﺎﻳﻴﺪ ﺳﺎﺧﺖ .  اﻧﺘﻘﺎل ﻳﺎﻓﺖiloc .Eﻣﻴﺰﺑﺎن 
از روي RCP detseN  و RCPژﻧﻲ واﻛﻨﺶ ﻛﺎﺳﺖ 
ﻧﺘﺎﻳﺞ . اﻧﺠﺎم ﮔﺮﻓﺖ(  اﻟﻒ3ﺗﺼﻮﻳﺮ ﺷﻤﺎره )ﻛﻠﻮﻧﻲ ﻫﺎ 
ﺗﺼﻮﻳﺮ آﻧﺎﻟﻴﺰ ﻫﻀﻢ آﻧﺰﻳﻤﻲ ﻛﺎﺳﺖ ژﻧﻲ در  ﺣﺎﺻﻞ از
ﺻﺤﺖ ﭼﺎرﭼﻮب ﺧﻮاﻧﺪن . ﺷﻮد ﻣﺸﺎﻫﺪه ﻣﻲب 3ﺷﻤﺎره 
 و IlaSﻫﺎي ﺑﺮﺷﻲ  ﺑﺎ ﺑﻜﺎرﮔﻴﺮي آﻧﺰﻳﻢ آﻧﺰﻳﻤﻲﺑﺎ آﻧﺎﻟﻴﺰ ﺑﺮش
ﻮﻧﻲ ﻫﺎ اﻧﺪازه ﻣﻮرد آﻧﺎﻟﻴﺰ ﺑﺮش ﻛﻠ.  اﻧﺠﺎم ﮔﺮﻓﺖIIIdniH
  . ﻛﻴﻠﻮ ﺑﺎز را اراﺋﻪ داد3ﺟﻔﺖ ﺑﺎز و 9411در ﺣﺪود  اﻧﺘﻈﺎر
  












    اﻟﻒ                                                                              ب         
  . درﺻﺪ1ز  ﺑﺮ روي ژل آﮔﺎروBTR و ﻫﻀﻢ آﻧﺰﻳﻤﻲ ژن RCPﻧﺘﺎﻳﺞ اﻟﻜﺘﺮوﻓﻮرز ﻣﺤﺼﻮل  :1ﺗﺼﻮﻳﺮ ﺷﻤﺎره 
 ﺑـﺮاي ﻧﻤﻮﻧـﻪ ﻛﻨﺘـﺮل ﻣﻨﻔـﻲ ﺑـﺪون RCPﻧﺘﻴﺠـﻪ  : 1ﺳـﺘﻮن ﺷـﻤﺎره . BTR ﺑﻪ ﻣﻨﻈﻮر ﺗﺎﻳﻴـﺪ ﻫﻤـﺴﺎﻧﻪ ﺳـﺎزي ژن RCPﻧﺘﺎﻳﺞ  :اﻟﻒ
 ﻧـﺸﺎﻧﮕﺮ  : 4 ﺳـﺘﻮن ﺷـﻤﺎره ، ﻧﻤﻮﻧﻪ ﺗﺮارﻳﺨﺖ ﺷـﺪه 2 ﺟﻔﺖ ﺑﺎزي در 918 ﺑﺎ وزن BTRﻗﻄﻌﻪ ﺗﻜﺜﻴﺮ ﻳﺎﻓﺘﻪ : 3و2ﺳﺘﻮن  ،etalpmeT
 ﺳـﺘﻮن ،(0631A#) ﭘﺮوﻣﮕـﺎ آﻣﺮﻳﻜـﺎ  ﺷـﺮﻛﺖ  از ﺷـﺪه   ﺗﻬﻴﻪT-MEGp ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ: 5ﺳﺘﻮن ﺷﻤﺎره  ،MS# 1230 ﻧﻮﻛﻠﺌﻮﺗﻴﺪي وزﻧﻲ
  (.وﻛﺘﻮر داراي ژن ﻫﺪف) ﺗﺮارﻳﺨﺘﻲ ﻧﻤﻮﻧﻪ از ﺷﺪه اﺳﺘﺨﺮاج   ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ:6ﺷﻤﺎره 
  ﻫﻀﻢ آﻧﺰﻳﻤﻲﺑﺪونBTR-MEGp ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ  :1ﺳﺘﻮن ﺷﻤﺎره . BTR-MEGpاﻟﻜﺘﺮوﻓﻮرز واﻛﻨﺶ ﻫﻀﻢ آﻧﺰﻳﻤﻲ ﺳﺎزه : ب
 ﻧـﺸﺎﻧﮕﺮ : 3ﺳـﺘﻮن ﺷـﻤﺎره  ،(ﺗﺮارﻳﺨﺖ ﻧﺸﺪه) ﭘﺮوﻣﮕﺎ آﻣﺮﻳﻜﺎ ﺷﺮﻛﺖ از ﺷﺪه  ﺗﻬﻴﻪT-MEGp  ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ: 2ﺳﺘﻮن . (ﺗﺮارﻳﺨﺖ ﺷﺪه)
 918 ﻳﻚ ﻗﻄﻌـﻪ :IIIdniH/IlaSﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﻫﺎي ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ ﺑﺮش ﺧﻮرده ﺑﺎ آﻧﺰﻳﻢ ﻫﺎي : 5 و 4 ﺳﺘﻮن ،MS# 1230ﻧﻮﻛﻠﺌﻮﺗﻴﺪي  وزﻧﻲ




 ﺑﺎ آﻧﺰﻳﻢ ﻫﺎي Dapi-BTR -MEGp وﻛﺘﻮر ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ 
 ﺟﺪا Dapi-BTR ﺑﺮش ﺧﻮرد و ﻗﻄﻌﻪ IIIdniH و IlaS
 )+(a82TEpﺳﭙﺲ ﻗﻄﻌﻪ ﻧﺎﻣﺒﺮده در وﻛﺘﻮر ﺑﻴﺎﻧﻲ . ﮔﺮدﻳﺪ
زﻳﺮ ﻫﻤﺴﺎﻧﻪ ﺳﺎزي ﺷﺪ و وﻛﺘﻮر ﺑﻴﺎﻧﻲ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ 
وﻛﺘﻮر اﺧﻴﺮ ﺑﻪ .  ﺣﺎﺻﻞ ﺷﺪDapi-BTR-)+(a82TEp
ﺣﻀﻮر .  ﺗﺮاﻧﺴﻔﻮرم ﺷﺪ)3ED( 12LB iloc.Eﺎﻛﺘﺮي ﺑ
ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ ﺑﺎ ژل اﻟﻜﺘﺮوﻓﻮرز و ﺑﺎ روش ﻫﺎي 
، ﺑﺮش ( اﻟﻒ4ﺗﺼﻮﻳﺮ ﺷﻤﺎره ) ﻣﺴﺘﻘﻴﻢ RCP
  . ﺗﺎﻳﻴﺪ ﮔﺮدﻳﺪ(  ب4ﺗﺼﻮﻳﺮ ﺷﻤﺎره )آﻧﺰﻳﻤﻲ
ﻫﺎي ﻣﺘﺼﻞ ﺷﺪه ﺗﻌﻴﻴﻦ ﺗﻮاﻟﻲ ﺷﺪﻧﺪ ﻛﻪ ژن  ژن
  ﺪه در ﺑﺎﻧﻚـــﺑﺎ ﺗﻮاﻟﻲ اراﺋﻪ ﺷ درﺻﺪ 001 ﻫﻤﻮﻟﻮژي BTR
  
  
 Dapiﻫﻤﭽﻨﻴﻦ ﺗﻮاﻟﻲ (. 1.97130X) داد ﻧﻲ ﻧﺸﺎنژ
آﻧﺎﻟﻴﺰ (. )1.706700_CN ﻫﻤﻮﻟﻮژي ﻛﺎﻣﻞ را ﻧﺸﺎن داد
داده ﻫﺎي ﺣﺎﺻﻞ از ﺗﻌﻴﻴﻦ ﺗﻮاﻟﻲ ﺑﺮ ﺳﺎﺧﺖ ﻛﺎﺳﺖ ژﻧﻲ 
  (.5ﺗﺼﻮﻳﺮ ﺷﻤﺎره ) ﻛﻨﺪﺑﻪ ﺷﻜﻞ ﻣﻄﻠﻮب ﺗﺎﻛﻴﺪ ﻣﻲ
 Dapi-BTRآﻧﺎﻟﻴﺰ ﺑﻴﻮاﻧﻔﻮرﻣﺎﺗﻴﻜﻲ ﻛﺎﺳﺖ ژﻧﻲ 
   رﺻﺪ د14 در ﺣﺪود CGﻧﺸﺎن داد ﻛﻪ ﻣﺘﻮﺳﻂ درﺻﺪ 
(.  ﻣﻲ ﺑﺎﺷﺪ%07 ﺗﺎ 03 ﺑﻴﻦ CGدرﺻﺪ ﻣﻄﻠﻮب ) ﻣﻲ ﺑﺎﺷﺪ
از ﻋﻮاﻣﻞ ﻣﻬﻢ ﺑﺮرﺳﻲ ( IAC) ﺷﺎﺧﺺ ﺳﺎزﮔﺎري ﻛﺪون
اﻳﻦ . ﺑﻴﺎن ژن در ﻣﻴﺰﺑﺎن ﺧﺎرﺟﻲ ﻣﺤﺴﻮب ﻣﻲ ﺷﻮد
   در ﻣﻴﺰﺑﺎنDapi-BTRﺷﺎﺧﺺ در ﻣﻮرد ﻛﺎﺳﺖ ژﻧﻲ 





















                               ب                                                            اﻟﻒ    
  . درﺻﺪ1 ﺑﺮ روي ژل آﮔﺎروز Dapi و ﻫﻀﻢ آﻧﺰﻳﻤﻲ ﺑﻪ ﻣﻨﻈﻮر ﺗﺎﻳﻴﺪ ﻫﻤﺴﺎﻧﻪ ﺳﺎزي ژن RCPاﻟﻜﺘﺮوﻓﻮرز ﻣﺤﺼﻮل  :2ﺗﺼﻮﻳﺮ ﺷﻤﺎره 
 ﭘﻼﺳـﻤﻴﺪ : 2ﺳﺘﻮن  ،ﺗﺮارﻳﺨﺘﻲ از ﻧﻤﻮﻧﻪ ﺷﺪه اﺳﺘﺨﺮاج Dapi-MEGp ﺐ ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴ :1 ﺳﺘﻮن ﺷﻤﺎره . RCP اﻟﻜﺘﺮوﻓﻮرز ﻣﺤﺼﻮل :اﻟﻒ
 ﻧﺘـﺎﻳﺞ : 7ﺗـﺎ 4ﺳﺘﻮن ، 1330MS#ﻧﻮﻛﻠﺌﻮﺗﻴﺪي  وزﻧﻲ ﻧﺸﺎﻧﮕﺮ : 3ﺳﺘﻮن ﺷﻤﺎره  ،((0631A#)) ﭘﺮوﻣﮕﺎ آﻣﺮﻳﻜﺎ ﺷﺮﻛﺖ از ﺷﺪه  ﺗﻬﻴﻪT-MEGp
  .etalpmeTاي ﻧﻤﻮﻧﻪ ﻛﻨﺘﺮل ﻣﻨﻔﻲ ﺑﺪون  ﺑﺮRCPﻧﺘﻴﺠﻪ : 8 ﺳﺘﻮن ﺷﻤﺎره . ﻧﻤﻮﻧﻪ ﺗﺮارﻳﺨﺖ ﺷﺪه4 ﺟﻔﺖ ﺑﺎزي در 633ﺑﺎ وزن  Dapiژن RCP
  ﻧﺘـﺎﻳﺞ ﺣﺎﺻـﻞ از واﻛـﻨﺶ ﻫـﻀﻢ آﻧﺰﻳﻤـﻲ ﺳـﺎزه :2و1ﺳـﺘﻮن . Dapi -MEGp اﻟﻜﺘﺮوﻓـﻮرز واﻛـﻨﺶ ﻫـﻀﻢ آﻧﺰﻳﻤـﻲ ﺳـﺎزه :ب
 ﺷـﺮﻛﺖ  از ﺷـﺪه   ﺗﻬﻴـﻪ T-MEGp  ﭘﻼﺳـﻤﻴﺪ :4ﺳﺘﻮن ﺷﻤﺎره . MS# 1230ﻧﻮﻛﻠﺌﻮﺗﻴﺪي  وزﻧﻲ ﻧﺸﺎﻧﮕﺮ: 3 ﺷﻤﺎره ،Dapi-MEGp














    ب                                                اﻟﻒ                                                                   
  . درﺻﺪ1 ﺑﺮ روي ژل آﮔﺎروز Dapi-BTRﺖ ژﻧﻲ  و ﻫﻀﻢ آﻧﺰﻳﻤﻲ ﺑﻪ ﻣﻨﻈﻮر ﺗﺎﻳﻴﺪ ﺳﺎﺧﺖ ﻛﺎﺳ RCPاﻟﻜﺘﺮوﻓﻮرز ﻣﺤﺼﻮل :3ﺗﺼﻮﻳﺮ ﺷﻤﺎره 
 ﺑﺎ ﭘﺮاﻳﻤﺮ ﭘﻴﺸﺮو و ﭘﻴﺮو Dapi-BTR ﻣﺮﺑﻮط ﺑﻪ ﻛﺎﺳﺖ ژﻧﻲ  RCP detseNﻣﺤﺼﻮل: 1ﺳﺘﻮن . RCP اﻟﻜﺘﺮوﻓﻮرز ﻣﺤﺼﻮل :اﻟﻒ
 . BTR ﺑﺎ اﺳﺘﻔﺎده از ﭘﺮاﻳﻤﺮ ﭘﻴﺸﺮو و ﭘﻴﺮوBTR-Dapi ﻣﺮﺑﻮط ﺑﻪ ﻛﺎﺳﺖ ژﻧﻲ  RCP detseNﻣﺤﺼﻮل واﻛﻨﺶ: 2ﺳﺘﻮن . Dapi
 ﻧﻮﻛﻠﺌﻮﺗﻴﺪي وزﻧﻲ ﻧﺸﺎﻧﮕﺮ: 4 ﺳﺘﻮن ﺷﻤﺎره ،Dapi و ﭘﻴﺮو BTR ﺑﺎ اﺳﺘﻔﺎده از ﭘﺮاﻳﻤﺮ ﭘﻴﺸﺮو RCPﻮل واﻛﻨﺶ ﻣﺤﺼ: 3ﺳﺘﻮن 
  .ﺗﺮارﻳﺨﺘﻲ ﻧﻤﻮﻧﻪ از ﺷﺪه اﺳﺘﺨﺮاج Dapi-BTR -MEGp ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ  :5ﺳﺘﻮن ﺷﻤﺎره . 1130MS#
 TMS# 1230ﻧﻮﻛﻠﺌﻮﺗﻴﺪي  ﻲوزﻧ ﻧﺸﺎﻧﮕﺮ: 1ﺳﺘﻮن ﺷﻤﺎره . Dapi-BTR -MEGp اﻟﻜﺘﺮوﻓﻮرز واﻛﻨﺶ ﻫﻀﻢ آﻧﺰﻳﻤﻲ ﺳﺎزه :ب
 ﺟﻔﺖ 8103 ﺟﻔﺖ ﺑﺎزي و 9411ﻗﻄﻌﻪ ) ﺗﺤﺖ ﺑﺮش ﻗﺮار ﮔﺮﻓﺘﻪ اﺳﺖ1Roc.Eﭘﻼﺳﻤﻴﺪي ﻛﻪ ﺗﻮﺳﻂ آﻧﺰﻳﻢ ﻣﺤﺪوداﻻﺛﺮ  :2ﺳﺘﻮن 
 ﻳﻚ ، ﺑﺮش ﺧﻮرده اﺳﺖIIIdniH و IlaS ﻫﺎي ﻣﺤﺪوداﻻﺛﺮ ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺒﻲ ﻛﻪ ﺗﻮﺳﻂ آﻧﺰﻳﻢ: 3  ﺳﺘﻮن،(ﺑﺎزي را ﻧﺸﺎن ﻣﻲ دﻫﺪ
   ﺧﻄﻲ ﺷﺪه MEGp ﺟﻔﺖ ﺑﺎزي ﻛﻪ ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ 8103ﻛﺎﺳﺖ ژﻧﻲ ﻣﻮرد ﻧﻈﺮ ﻣﻲ ﺑﺎﺷﺪ و ﻳﻚ ﻗﻄﻌﻪ  ﺟﻔﺖ ﺑﺎزي ﻛﻪ 9411ﻗﻄﻌﻪ 
   . ﺑﺪون واﻛﻨﺶ ﻫﻀﻢ آﻧﺰﻳﻤﻲDapi-BTRﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ داراي ﻗﻄﻌﻪ :4 ﺳﺘﻮن،ﻣﻲ ﺑﺎﺷﺪ، از آن ﺧﺎرج ﺷﺪه اﺳﺖ

















                                            ب                       اﻟﻒ                                             
   ﺑﺮ Dapi-BTRو ﻫﻀﻢ آﻧﺰﻳﻤﻲ ﺑﻪ ﻣﻨﻈﻮر ﺗﺎﻳﻴﺪ زﻳﺮﻫﻤﺴﺎﻧﻪ ﺳﺎزي ﻛﺎﺳﺖ ژﻧﻲ   RCPاﻟﻜﺘﺮوﻓﻮرز ﻣﺤﺼﻮل  :4ﺗﺼﻮﻳﺮ ﺷﻤﺎره 
  . درﺻﺪ1روي ژل آﮔﺎروز                  
ﺳﺘﻮن ﺗﺮارﻳﺨﺘﻲ،  ﻧﻤﻮﻧﻪ از ﺷﺪه اﺳﺘﺨﺮاج Dapi-BTR -)+(a82TEp ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ  :1ﺳﺘﻮن ﺷﻤﺎره . RCPاﻟﻜﺘﺮوﻓﻮرز ﻣﺤﺼﻮل : اﻟﻒ
  . ﺑﺎ اﺳﺘﻔﺎده از ﭘﺮاﻳﻤﺮ ﻫﺎي اﺧﺘﺼﺎﺻﻲDapi-BTR ﻛﺎﺳﺖ ژﻧﻲ RCP ﻧﺘﺎﻳﺞ : 5 ﺗﺎ 3ﺳﺘﻮن  ،1130MS#ﻧﻮﻛﻠﺌﻮﺗﻴﺪي  وزﻧﻲ ﻧﺸﺎﻧﮕﺮ: 2ﺷﻤﺎره 
، 1130MS#ﻧﻮﻛﻠﺌﻮﺗﻴﺪي  وزﻧﻲ ﻧﺸﺎﻧﮕﺮ: 1 ﺳﺘﻮن ﺷﻤﺎره ،Dapi-BTR-)+(a82TEp اﻟﻜﺘﺮوﻓﻮرز واﻛﻨﺶ ﻫﻀﻢ آﻧﺰﻳﻤﻲ ﺳﺎزه :ب
ﻫﺎي   ﻛﻪ ﺗﻮﺳﻂ آﻧﺰﻳﻢDapi-BTR-)+(a82TEpﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ : 3 ﺳﺘﻮن ،ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ ﺑﺪون واﻛﻨﺶ ﻫﻀﻢ آﻧﺰﻳﻤﻲ:2ﺳﺘﻮن
  . ﺑﺮش ﺧﻮرده اﺳﺖIIIdniHو IlaS ﻣﺤﺪوداﻻﺛﺮ
  .Dapi-BTRﺗﻮاﻟﻲ ﻧﻮﻛﻠﺌﻮﺗﻴﺪي و اﺳﻴﺪ آﻣﻴﻨﻪ ﻫﺎي ﻣﺸﺘﻖ ﺷﺪه از ﻛﺎﺳﺖ ژﻧﻲ   :5ﺗﺼﻮﻳﺮ ﺷﻤﺎره 
 دو اﺳﻴﺪ آﻣﻴﻨﻪ اي ﻛﻪ .ﺖ ﺧﺎﻛﺴﺘﺮي وآﺑﻲ ﻧﺸﺎن داده ﺷﺪه اﺳ در ﻛﺎدرPGPGﺪ آﻣﻴﻨﻪ اي ﻣﺮﺑﻮط ﺑﻪ ﻟﻴﻨﻜﺮ ﺗﻮاﻟﻲ ﻧﻮﻛﻠﺌﻮﺗﻴﺪي و اﺳﻴ
  .ﺪ ﺑﻪ رﻧﮓ ﺳﺒﺰ ﻣﺸﺨﺺ ﮔﺮدﻳﺪه اﺳﺖﻨﻣﻲ ﺑﺎﺷ( ﺳﺎﻳﺖ ﺑﺮﺷﻲ آﻧﺰﻳﻤﻲ ﻛﻪ در ﺑﻴﻦ دو ژن ﻗﺮار دارد )IohXﻣﺮﺑﻮط ﺑﻪ ﺳﺎﻳﺖ ﺑﺮﺷﻲ 
  




 اﺳﻬﺎل ﺑـﻪ  اﻳﺠﺎد ﻫﺎي ﺷﻴﮕﻼ ﻋﺎﻣﻞ ﻣﻬﻤﻲ در ﮔﻮﻧﻪ
ﺑـﺮ اﺳـﺎس . ﺸﻮرﻫﺎي در ﺣـﺎل ﺗﻮﺳـﻌﻪ ﻫـﺴﺘﻨﺪوﻳـﮋه در ﻛـ
ﮔﺰارﺷﻲ در ﺗﻬﺮان، ﺷﻴﮕﻼ ﺑﻴﺸﺘﺮﻳﻦ درﺻـﺪ ﭘـﺎﺗﻮژن ﻫـﺎي 
ﻣﻴـﺎن  در(. 02،12) اﺳﻬﺎﻟﻲ را در ﻣﻴﺎن ﺑﻴﻤﺎران داﺷﺘﻪ اﺳﺖ 
 ﺳــﺮوﺗﺎﻳﭗ و زﻳــﺮ ﺗﺎﻳــﭗ ﺷــﻴﮕﻼ، ﺷــﻴﮕﻼ 05ﺑــﻴﺶ از 
ﺷـﻴﮕﻼ .  ﺑﻴـﺸﺘﺮﻳﻦ آﺳـﻴﺐ زاﻳـﻲ را دارد 1دﻳﺴﺎﻧﺘﺮي ﺗﻴﭗ 
ﺎس ﺑـﻪ ﺣـﺮارت  ﻳﻚ اﮔﺰوﺗﻮﻛﺴﻴﻦ ﺣﺴ 1دﻳﺴﺎﻧﺘﺮي ﺗﻴﭗ 
ﻛﻨﺪ ﻛـﻪ روده و ﺳﻴـﺴﺘﻢ اﻋـﺼﺎب ﻣﺮﻛـﺰي را را ﺗﻮﻟﻴﺪ ﻣﻲ 
ﻲ را ﺑـﺮاي ﻣﻄﺎﻟﻌﺎت ﻓﺮاواﻧ . (22)ﺗﺤﺖ ﺗﺎﺛﻴﺮ ﻗﺮار ﻣﻲ دﻫﺪ 
 اﻓـﺮاد اﻳﻤـﻦ ﺳـﺎزي زا از ﻃﺮﻳـﻖ  ﻛﻨﺘﺮل اﻳﻦ ﻋﺎﻣﻞ ﺑﻴﻤـﺎري 
 اﻣﺎ ﺗﺎﻛﻨﻮن ﻫﻴﭻ واﻛﺴﻦ ﭘﺎﻳـﺪار ﻧﻮﺗﺮﻛﻴـﺐ ﻋﻠﻴـﻪ .اﻧﺪﻧﻤﻮده
  (.1)  اﺳﺖاﻳﻦ ﻋﺎﻣﻞ ﺑﻪ ﺗﺎﻳﻴﺪ ﺳﺎزﻣﺎن ﺑﻬﺪاﺷﺖ ﺟﻬﺎﻧﻲ ﻧﺮﺳﻴﺪه
 ﻓ ــﺎﻛﺘﻮر آﻧﺘ ــﻲ ژﻧﻴﻜــﻲ ﻣﻬﻤــﻲ در ﺗﻮﺳــﻌﻪ DapI
 و dursnetS(. 32،42)واﻛـــﺴﻦ ﺷـــﻴﮕﻼ ﻣـــﻲ ﺑﺎﺷـــﺪ 
 -N، ﻧﺎﺣﻴـﻪ DapIﻫﻤﻜﺎراﻧﺶ ﺑﺎ ﻣﻄﺎﻟﻌﻪ ﺑـﺮ روي ﭘـﺮوﺗﺌﻴﻦ 
( 261 اﻟﻲ 27ﺑﻴﻦ  رزﻳﺪوﻫﺎي ﻣﺎ ) ﺗﺮﻣﻴﻨﺎل ﻧﺰدﻳﻚ ﺑﻪ ﻣﺮﻛﺰ 
 ﺗﺮﻳﻦ ﻧﺎﺣﻴﻪ ﻋﻤﻠﻜـﺮدي ﻣﻌﺮﻓـﻲ ﻧﻤﻮدﻧـﺪ را ﺑﻪ ﻋﻨﻮان اﺻﻠﻲ 
 در ﺗﻮﻟﻴﺪ واﻛﺴﻦ DapI ﺗﺮﻣﻴﻨﺎل Nﻴﻪ اﺳﺘﻔﺎده از ﻧﺎﺣ (. 52)
  ﺗﻮاﻧـﺪ ﻣـﺼﻮﻧﻴﺖ ﻗﺎﺑـﻞ ﺗـﻮﺟﻬﻲ را ﻋﻠﻴـﻪﻋﻠﻴـﻪ ﺷـﻴﮕﻼ ﻣـﻲ
  (.6-11) ﻫﺎي ﻣﺨﺘﻠﻒ ﺷﻴﮕﻼ اﻳﺠﺎد ﻛﻨﺪﺳﻮﻳﻪ
ﺑﺎره ﺗﻮﻟﻴـﺪ واﻛـﺴﻦ ﺷـﻴﮕﻼ  ﻳﻜﻲ از ﭼﺎﻟﺶ ﻫﺎ در 
ﻫـﺎي   ﻋـﺪم اﻧﺘﻘـﺎل ﻣﻨﺎﺳـﺐ آن ﺑ ـﻪ ﺑﺎﻓـﺖ DapIﺑـﺮ ﭘﺎﻳـﻪ 
از . ﺑﺎﺷـﺪ ﻟﻨﻔﻮﺋﻴﺪي ﻫﻤﺮاه ﺷﺪه ﺑﺎ ﻣﺨﺎط و ﻗﺪرت ﭘﺎﻳﻴﻦ ﻣﻲ 
 ﺳـﻢ Bدر اﻳﻦ ﻣﻄﺎﻟﻌﻪ، ﺑﺮاي اوﻟﻴﻦ ﺑـﺎر زﻳـﺮ واﺣـﺪ رو  اﻳﻦ
ﻛـﻪ ﺑـﻪ ﻋﻨـﻮان ﻳـﻚ ادﺟﻮاﻧـﺖ و ﻧﺎﻗـﻞ در ( BTR)رﻳﺴﻴﻦ 
 ﺗﺮﻣﻴﻨـﺎل Nﻛﻨـﺪ ﺑـﻪ ﻧﺎﺣﻴـﻪ ﻫﺎي ﺧﻮراﻛﻲ ﻋﻤﻞ ﻣﻲ  واﻛﺴﻦ
 ﺑ ــﺎ ﻣﻮﻓﻘﻴ ــﺖ ﻣﺘ ــﺼﻞ ﮔﺮدﻳ ــﺪ و در وﻛﺘ ــﻮر ﺑﻴ ــﺎﻧﻲ DapI
ﻧﺘـﺎﻳﺞ داده ﻫـﺎي ﺣﺎﺻـﻞ از . ﻛﻠﻮن ﮔﺮدﻳـﺪ  )+(a82TEp
 ﺑﻪ ﺷﻜﻞ ﻣﻄﻠﻮب را ﻧﺸﺎن ﺗﻌﻴﻴﻦ ﺗﻮاﻟﻲ ﺳﺎﺧﺖ ﻛﺎﺳﺖ ژﻧﻲ 
 ﻛﺎﺳﺖ ژﻧﻲ در ﺣﺎﻟﺘﻲ ﺑﺎ ﻳـﻚ ﭼـﺎرﭼﻮب ﺧﻮاﻧـﺪن . دادﻧﺪ
ﻣﻄﺎﻟﻌـ ــﺎت . در وﻛﺘـ ــﻮر ﺑﻴـ ــﺎﻧﻲ ﻗـ ــﺮار ﮔﺮﻓـ ــﺖ ( FRO)
 ﺰﺑﺎنـــﺎن ﻛﺎﺳﺖ ژﻧﻲ در ﻣﻴ ــــﺑﻴﻮاﻧﻔﻮرﻣﺎﺗﻴﻜﻲ ﺑﻪ ﻣﻨﻈﻮر ﺑﻴ 
  ﻲــــاد ﻛﻪ ﭼﻨﺪ ﻛﺪون ﻧﺎدر در ﻛﺎﺳﺖ ژﻧﻧﺸﺎن د iloc .E
  
ﺑﻴـﺎن ﺑـﺎ ﺗﻮﺟـﻪ ﺑـﻪ (. BTRﻳﻮﻛـﺎرﻳﻮﺗﻲ ﺑـﻮدن ) وﺟﻮد دارد 
، ﻟ ــﺬا (41) iloc .E  در ﻣﻴﺰﺑ ــﺎن42P-BTRﻛﺎﺳــﺖ ژﻧ ــﻲ 
 iloc .E دو ﺳــﻮﻳﻪ ازﺑﻴــﺎن ﻛﺎﺳــﺖ ژﻧــﻲ در ﺑﺮرﺳــﻲ 
ﻫﻤﭽﻨﻴﻦ آﻧـﺎﻟﻴﺰ . در ﺣﺎل اﻧﺠﺎم اﺳﺖ  (12LB و attesoR)
ﺑﺎ ﺗﻮﺟﻪ ﺑـﻪ ﻗـﺮار ﮔﻴـﺮي ) ﺑﺮرﺳﻲ ﺑﻴﺎن در ﮔﻴﺎه ﺗﺮاﻧﺴﮋﻧﻴﻚ 
ﻛـﻪ در اﺑﺘـﺪاي ( SBR) ﺗﻮاﻟﻲ ﻣﺘﺼﻞ ﺷـﻮﻧﺪه ﺑـﻪ رﻳﺒـﻮزوم 
ﻧـﺸﺎن داد ﻛـﻪ ﺷـﺎﺧﺺ ( ﺘـﻪ اﺳـﺖ ﻛﺎﺳﺖ ژﻧـﻲ ﻗـﺮار ﮔﺮﻓ 
  .ﻣﻲ ﺑﺎﺷﺪ (0/8)در ﺣﺪ ﻣﻄﻠﻮب ( IAC) ﺳﺎزﮔﺎري ﻛﺪون
اﺧﺘﻼﻻت ﺳﺎﺧﺘﺎري ﻣﻮﺗﻴـﻒ ﻫـﺎي ﻣﺨﺘﻠـﻒ ﻛـﻪ 
ﻫـﺎ ﺗـﺎﺛﻴﺮ ﻣﻤﻜﻦ اﺳﺖ ﺑﺮ ﻓﻌﺎﻟﻴﺖ و ﭘﺎﻳﺪاري ﻓﻴﻮژن ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ 
ﺑﮕﺬارﻧـﺪ ﻳﻜـﻲ از ﭼـﺎﻟﺶ ﻫـﺎي اﺻـﻠﻲ ﻃﺮاﺣـﻲ ﻓﻴـﻮژن 
ﺑﺪﻳﻦ ﻣﻨﻈﻮر ﺑﺎﻳـﺴﺘﻲ از ﻳـﻚ (. 72،82) ﺑﺎﺷﺪﻣﻲ ،ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ
ﺗـﻮاﻟﻲ ﻟﻴﻨﻜـﺮ . در ﺑﻴﻦ ﻗﻄﻌﺎت ﭘﺮوﺗﺌﻴﻨﻲ اﺳﺘﻔﺎده ﻛﺮد ﻟﻴﻨﻜﺮ 
ﺟﻬ ــﺖ ﻛ ــﺎرﻛﺮد ﺻ ــﺤﻴﺢ ﻓﻴ ــﻮژن ﭘ ــﺮوﺗﺌﻴﻦ ﺑ ــﺴﻴﺎر ﻣﻬ ــﻢ 
 BTRﺑﻪ ﻣﻨﻈﻮر ﻛﺎﻫﺶ ﺑﺮﻫﻢ ﻛﻨﺶ ﺑﻴﻦ ﭘـﺮوﺗﺌﻴﻦ . ﺑﺎﺷﺪ ﻣﻲ
ﭘـﺬﻳﺮ  ﻛﻪ ﻳﻚ ﻧﻮع ﻟﻴﻨﻜﺮ اﻧﻌﻄـﺎف PGPG، ﻟﻴﻨﻜﺮ DapIو 
ﻫـﺎي ﻣﺨﺘﻠـﻒ ﻓﻴـﻮژن اﺳﺖ و ﻣﻨـﺘﺞ ﺑـﻪ ﺟﺪاﺳـﺎزي ﻣﻮﺗﻴـﻒ 
ﻟﻴﻨﻜـﺮ . ژﻧـﻲ ﻗـﺮار ﮔﺮﻓـﺖ ﺷﻮد در ﺑﻴﻦ دو ﻗﻄﻌـﻪ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﻣﻲ 
  وPrP-BTL و BTR-4PSN  در ﻣﻄﺎﻟﻌــﺎت ﭘﻴــﺸﻴﻦ PGPG
  (.51-03،92)  اﺳﺘﻔﺎده ﺷﺪه اﺳﺖsnietorp M dna 5PG
 ﺑﺮرﺳﻲ ﻧﺘﺎﻳﺞ ﺑﻪ دﺳـﺖ آﻣـﺪه از در اﻳﻦ ﺗﺤﻘﻴﻖ ﺑﺎ 
 ﻛـﻪ در آﻧﻬـﺎ 4PSN-BTRو 42P-BTRﻣﻄﺎﻟﻌـﺎت ﭘﻴـﺸﻴﻦ 
 ﻣﺘـﺼﻞ  BTRادﺟﻮاﻧـﺖ  ﺗﺮﻣﻴﻨـﺎل Cژن ﺑﻪ ﻧﺎﺣﻴﻪ ﻳﻚ آﻧﺘﻲ
 ﺑـﻪ ﻋﻨـﻮان ﻳـﻚ ادﺟﻮاﻧـﺖ و BTR ، ژن (41،51) ﺑﻮدﺷﺪه
  ﺷـﺪه ﺑـﻪ  ﺑـﻪ ﺟﻬـﺖ اﻧﺘﻘـﺎل آﻧﺘـﻲ ژن ﻣﺘـﺼﻞ ﻧﺎﻗﻞ ﻣﺨﺎﻃﻲ 
ﺑﺎﻓــﺖ ﻫ ــﺎي ﻣﺨــﺎﻃﻲ و اﻓ ــﺰاﻳﺶ ﺟــﺬب آن و در ﻧﺘﻴﺠــﻪ 
 ﺗﺮﻣﻴﻨـﺎل Nﻧﺎﺣﻴـﻪ اﻓـﺰاﻳﺶ ﭘﺎﺳـﺦ ﻫـﺎي اﻳﻤﻨـﻲ زاﻳـﻲ، ﺑـﻪ 
ژن ﻛﺎﻧﺪﻳﺪ واﻛـﺴﻦ ﻣﺘـﺼﻞ  ﺑﻪ ﻋﻨﻮان ﻳﻚ آﻧﺘﻲ Dapiژن
ژﻧﻲ ﻛﺎﺳﺖ .  ﺗﻮﻟﻴﺪ ﮔﺮدﻳﺪ Dapi-BTRﺷﺪ و ﻛﺎﺳﺖ ژﻧﻲ 
 ﺑﻪ ﻋﻨﻮان اوﻟﻴﻦ ﮔﺎم ﺟﻬﺖ اداﻣﻪ ﺑﺮرﺳﻲ ﺑﻴﺎن و ﺗﻮﻟﻴﺪ ﺷﺪه 
واﻛـﺴﻦ ﻣﺨـﺎﻃﻲ ﻣﻄﺎﻟﻌﺎت اﻳﻤﻨﻲ زاﻳﻲ ﺑﻪ ﻋﻨـﻮان ﻛﺎﻧﺪﻳـﺪ 
  .ﺑﺎﺷﺪﺷﻴﮕﻠﻮزﻳﺲ ﻣﻲﻋﻠﻴﻪ 
  




يﺮﻴﮔ ﻪﺠﻴﺘﻧ :  
 يﺎﻫﺰﻴﻟﺎﻧآ زا ﻞﺻﺎﺣ ﺞﻳﺎﺘﻧ ترﻮﺻ يور ﺮﺑ ﻪﺘﻓﺮﮔ
،ﻲﻧژ ﺖﺳﺎﻛرد ﻦﻴﺌﺗوﺮﭘ نژﻮﻴﻓ ﺪﻴﻟﻮﺗ دﺎﻬﻨﺸﻴﭘ  زا ﻲﺧﺮﺑ 
 يﺎﻫ ﻪﻳﻮﺳE. coliو ﭘوﺮﻠﻛ  هﺎﻴﮔ ﺖﺳﻼ ارﻲﻣ ﻪﺋاراﺪﻳﺎﻤﻧ . 
ﻦﻴﻨﭽﻤﻫ  ﻪﺑ ﻪﺟﻮﺗ ﺎﺑ زا ﻞﺻﺎﺣ يﺎﻫ هداد تﺎﻌﻟﺎﻄﻣ
ﻲﻨﻤﻳا ﻪﻴﺣﺎﻧ يور ﺮﺑ ﻲﻳازN- لﺎﻨﻴﻣﺮﺗ ipaD )26( ،
 دﺎﻬﻨﺸﻴﭘﻲﻣ ﻪﺑ ﻦﻴﺌﺗوﺮﭘ نژﻮﻴﻓ ﺪﻴﻟﻮﺗ زا ﺲﭘ دﻮﺷ ﻲﺑﺎﻳزرا
 نآ لﺪﻣ تﺎﻧاﻮﻴﺣ رددﻮﺷ ﻪﺘﺧادﺮﭘ  ﻲﺳرﺮﺑ و ﻪﺴﻳﺎﻘﻣ و




 ﻪﻛ ﻲﻧﺎﻣز ﻪﺑ ﺖﺒﺴﻧﻦﻴﺌﺗوﺮﭘ  IpaDﻪﺑ هدﺎﻔﺘﺳا ﻲﻳﺎﻬﻨﺗ 
ﻲﻣ  ،دﻮﺷدﺮﻴﮔ راﺮﻗ ﻪﺟﻮﺗ درﻮﻣ.  
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Background and aims: Shigella is the most common cause of diarrhea. Plasmid antigen ipaD 
is essential for bacterial invasion into the host cells. One of the challenges of mucosal vaccines 
against Shigella based on ipaD proteins is its limited potency. It seems that by linking this ipaD 
to an appropriate carrier and adjuvant such as Ricin toxin B subunit we can render it very 
immunogenic. This study aimed to construct an expression vector containing RTB-ipaD gene 
cassette, sequence analysis and bioinformatics study. 
Methods: In this study, RTB and ipaD (163–483) genes were cloned into the pGEM-T vector. 
ipaD gene was fused to RTB gene with a linker encoding the GPGP in pGEM vector by 
restriction enzymes method. Then, the fused gene of RTB-ipaD was subcloned into the 
pET28a(+) expression vector. Finally, sequencing analysis and bioinformatics study of gene 
cassette was performed. 
Results: Construct validity of RTB-ipaD gene cassette into the pET28a(+) expression vector 
confirmed by PCR and enzymatic digestion. The results of sequencing of gene cassette were 
compatible with the related deposited gene in Genbank. Bioinformatics studies base on the 
Codon Adaption Index showed that gene cassette is capable of expressing the transgenic plants, 
and some strains of E. coli. 
Conclusion: Linking of RTB as a carrier and adjuvant to antigen ipaD is a new and desirable 
approach in order to generate a mucosal vaccine for shigellosis.  
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